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論文の内容の要旨
(目的)
mybがん遺伝子産物 (Myb)はニワトリ骨髄性白血病ウイルス AMV(Avian Myeloblastosis Virus)や E26
が有するがん遺伝子として同定された。 v-mybがん遺伝子の細胞側相関遺伝子 c-mybは主として造血系縮胞
で発現しており、その発現レベルは未分化状態の時に高く、分化に伴い低下する。 c-myb欠損マウスは胎仔
肝臓での造血不全のため、 12-13日自の胎仔の段階で致死となり、 c-mybは未分化造血系細胞の増殖に必須
である。これまでの研究から、 c-Mybは一群の標的遺伝子の転写を制御することによって、縮胞周期の進行、
細胞増殖、細胞死の抑制に重要な役割を果たすことが示されている。しかし c-Myb活性を制御する機構、た
とえば上流のシグナル伝達経路などは、不明な点が多L、。そこで本論文では、 c-Mybの活性制御メカニズム
を明らかにするため、 c-Mybと結合する因子を伺定し、機能解析を行った。
(対象と方法)
c-Mybの DNA結合ドメイン (DBO) に結合する因子を B細胞抽出液から精製し、質量分析によって解析
した結果、 Ribosomalprotein L4 (RPL4)が伺定された。 293T細胞に c-MybおよびRPL4を共発現させて、
免疫沈降を行し¥たんぱく質問相互作用について検討した。また GSTpull-down 法で、 invilroでの両者の結
合を確認した。その際、 c‘Mybの変異体を作製し、結合部位の同定を試みた。 CV1細胞に c-Mybおよび
RPL4発現ベクターを導入後、蛍光免疫染色法により c-MybおよびRPL4の細胞内局在を調べた。次に、
Myb結合配列を有するルシフエラーゼレポーターからの転写量を測定することで、 RPL4による c-Mybの機
能制御について検討した。 RPL4が細胞内でc-Mybの標的遺伝子のプロモーターに結合するか否かを調べる
ため、マウス白血球)IIJ駆細砲である Ml細胞にレトロウイルスを用いて RPL4を発現させ、クロマチン免疫
沈降法により解析したo RPL4がどのような刺激に応じて c-Mybと結合するのかを謂べるため、様々な刺激
を与えた細胞からmRNAを抽出し、リアルタイム RT-PCRj去により、 RPL4の発現レベルを解析すると共に、
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RPL4の局在の変化を観察した。さらに、細胞に RPL4の局在に影響を与える車IJ激を与えた時の、 c-Mybの
標的遺伝子の発現をノーザンプロット法により検討した。
(結果)
c-MybのDBDに結合する因子として RPL4を向定し、免疫沈降法、 GSTpull-downアッセイにより、両者
の結合を確認した。また RPL4は、単独で、は核小体に存在するが、c-Mybと一緒に発現させると核質に移行し、
c-Mybと共局在した。さらに RPL4は、 c-Mybによって誘導されるルシフエラーゼレポーターの活性を、量
依存的に正に制御した。クロマチン免疫沈降法により、 RPL4がc-Mybの襟的遺伝子である c-myc遺伝子の
プロモーター上に、 c-Mybと共に存在することを明らかにしたo RPL4がどのような刺激に応じて核質に移
行するのかを解析した結果、血清飢餓処理およびグルコース代謝阻害で、核質に局在する RPL4の量が低下
すると共に、 c-myc遺伝子の発現が低下することを明らかにした。
(考察)
これまで、ひMybの活性を制御する因子についていくつか報告されていたが、上流のシグナルなど詳細な
機構は不明であった。今呂の研究により、 c-MybはRPL4とc-myc遺伝子上流の c-Myb結合配列に結合し、
転写を活性化すること、血清飢餓やグルコース代謝の阻害によって、核質に局在する RPL4の量が低下する
ことが明らかになった。このことから、成長国子や栄養シグナルによって RPL4が核小体から核質に移行し、
ひMybと結合して c-myc遺伝子の転写の活性化を促進していることが示峻された。 c-Myb依存的な c-myc遺
伝子の活性化は、細胞周期の進行に重要であることから、 RPL4は成長因子や栄養シグナルに応じて細胞周
期の進行に関与している可能性が考えられたむ
(結論)
c-Mybの結合因子として同定された RPL4は、 c-Myb標的遺伝子である c-myc遺伝子のプロモーター上で
c-Mybと結合し、転写を活性化したD ほとんどの RPL4は核小体に局在するが、一部は核質にも存在していた。
血清飢餓処理およびグルコース代謝阻害を行うと、核質の RPL4の量は低下し、 C嶋1仰 c遺伝子の発現が低下
した。
審査の結果の要旨
本論文では、 c-Mybの活性を制御する新たな因子として、 Ribosomalprotein L4 (RPL4)を同定した。 RPL4
は、 c-Mybと伴に c仰 yc遺伝子上流の c-Myb結合配列に結合し、転写を活性化すること、血清飢餓やグルコー
ス代謝の阻害によって、核質に局在する RPL4の量が低下することが明らかになった。このことから RPL4
は成長因子や栄養シグナルに応じて c-Mybの活性を制御している可能性が示唆された。本論文は c-Mybの
新たな活性制御機構を明らかにした論文として、評価できる。
よって、著者は博士(医学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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